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Mn Y «ns de dfet- ^tion et <1p purification de 
rTl1a ,-ions ly ^ocvtaires T("T)8+ , specifiers de peptides 
presentes dans le contexte HLA 

L" invention a pour objet des moyens de detection et 
de purification de populations lymphocytaires TCD8+, 
specif iques de peptides presentes dans le contexte HLA. 

Le lymphocyte T porte un recepteur specifique de 
1-antigene centre lequel il est commis, appele TCR. Ce TCR 
est compose de plusieurs chaines, dont les chaines a et P qui 
sont impliquees dans la reconnaissance specifique d-un 
peptide antigenique particulier presents dans une molecule 
HLA. Cette reconnaissance se materialise par la capacite du 
TCR a/P du lymphocyte T a se fixer avec une certaine 
affinite aux complexes HLA-peptide presents a la surface de 
la cellule cible. Reciproquement . des complexes HLA-peptide 
solubles sont capables de se fixer aux TCR presents a la 
surface des lymphocytes T specifics du complexe HLA-peptide 
consid&re . 

A l'heure actuelle, le systeme le mieux etudie 
mo leculairement est la reconnaissance par des lymphocytes T 
CD8 + de peptides antigeniques presentes dans des molecules du 
complexe majeur d-histocompatibilite (CMH) de classe I et en 
particulier dans 1' allele HLA-A0201. 



Dans ce systeme, il est etabli que l'af finite du 
TCR pour le complexe HLA-peptide est tres faible comparee a 
l'af finite d'un anticorps pour son ant i gene . Pour cette 
raison, la detection de lymphocytes porteurs de TCR react if s 
contre un peptide specif ique dans ce contexte HLA a l'aide de 
molecules HLA-A02 01 solubles chargees en peptides et marquees 
est impossible. Pour pallier cette faible af finite, Altman et 
al (1) ont fabrique un reactif multivalent compose de 
complexes HLA-A02 01 -peptide ou la chaine lourde du HLA est 
biotinyl^e, ce qui permet une association en tetramere avec 
la streptavidine . Ce tetramere HLA-peptide pr^sente une 
avidity augment ee pour les lymphocytes T porteurs des' TCR 
appropri^s et peut done etre utilise pour visualiser par 
immunofluorescence les populations reactives. 

Mais le TCR n'est pas la seule molecule "du 
lymphocyte T qui puisse interagir avec le complexe HLA- 
peptide. En effet, lors de la reconnaissance physiologique , 
la fixation du TCR au complexe CMH-peptide est renforc€e par 
la fixation du co-recepteur CD8 a. une portion constante des 
molecules CMH de classe I. La participation du CD8 dans 
1 1 interaction est variable d'un clone lymphocytaire a 1 ' autre 
et peut dans certains cas conduire a une augmentation tres 
importante de la capacite de fixation a un complexe HLA- 
peptide donn£ . Cette capacite du CD 8 a. se fixer au HLA de 
classe I a pour consequence d'entrainer un bruit de fond de 
fixation des tetrameres HLA de classe I sur des lymphocytes T 
CD8+ qui portent des TCR non specifiques du complexe HLA- 
peptide. Ce bruit de fond augmente avec la concentration de 
tetramere utilisee et peut conduire a des faux positifs en 



3 



5 immunofluorescence. Pour essayer de diminuer ce marquage non 
specif ique, la plupart des equipes realisent leurs marquages 
avec les tetrameres HLA de classe I en presence d'anticorps 
anti-CDB. Mais seuls certains anticorps anti-CD8 sont 
efficaces et les rapports optimaux de concentrations entre 

10 1 'anticorps et le tetramere doivent etre reajustes a chaque 
test. Du fait de ces inconvenients , la detection de sous- 
populations specif iques peu representees au sein d'une 
population non specif ique (par exemple de l'ordre de 0,1 a 1 
%) devient difficile. 

15 

Par ailleurs, une autre application potentielle des 
tetrameres HLA a ete envisagee. Bile consiste a isoler par 
tri (en cytometrie de flux ou par tri immunomagnetique) des 
populations lymphocytaires reactives contre un complexe HLA- 

20 peptide donne a des fins d' expansion in vitro, puis 
d- utilisation therapeutique dans des protocoles 

d • immunisation passive anti-virale ou ant i- tumor ale . Mais le 
bruit de fond de fixation du tetramere du a la participation 
du CDS peut constituer un obstacle serieux a cette 

25 application car il conduit a 1 • isolement d'une fraction 
souvent importante de lymphocytes T non reactifs vis-a-vis du 
complexe HLA-peptide select ionnant . 

Salter et al (2) ont montre que la fixation d'un 
30 HLA membrannaire exprime par des cellules transferees a un 
co-recepteur CDSaa etait alteree lorsque le HLA comportait 
une mutation dans le domaine a3 . 
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5 L 1 etude de telles mutations par les inventeurs les 

a conduits a verifier que des tetrameres mutes solubles 
fixent ef fectivement moins le CD8, qu'il soit act ou ap, 
associ§ ou non a un TCR a la surface du lymphocyte T, ce qui 
se traduit par une diminution du bruit de fond. 

10 On pouvait alors s'attendre a ce que la perte 

d*af finite resultant de la mutation conduise a. une perte de 
signal specifique totale ou restreinte a certains clones 
lymphocytaires T CD 8 dependants. L 1 article de Salter et al 
montre a cet egard que certains clones alloreactifs CD 8 

15 dependants perdent leur cytotoxicity vis-a-vis de cellules 
port ant le HLA-A2 mute tandis que d'autres sont peu affectes. 

Ainsi il aurait £te possible que les tetrameres 
mutes ne detectent qu'une fraction des cellules reactives 
(les moins CD 8 dependantes) au sein d'une population 

20 polyclonale . 

Les nombreux marquages comparatifs de populations 
polyclonales avec les tetrameres mutes et natifs realises par 
les inventeurs en double marquage avec un anticorps anti-CD8 
demontrent qu'au contraire, de maniere inattendue, le 

25 tetramere mute reconnait le m§me pourcentage de cellules 
specif iques que le tetramere natif . 

De plus, la comparaison de marquage avec le 
tetramere mute sur un clone tres CD 8 dependant et un clone 
peu CD 8 dependant montre une efficacit£ comparable de 

30 fixation du tetramere rapportee a 1 ' intensity d' expression du 
TCR. 
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II apparait done que la mutation diminue de facon 
tres importante la fixation du tetramSre au CDS seul, mais 
affecte beaucoup moins sa fixation au complexe TCR-CD8. 

L- invention repose done sur la mise a profit des 
propriety mises en evidence chez les multimeres de MA 
mutes, ou, de maniere plus generale. al teres, et vise, en 
tant que nouveaux produits, de tels multimeres et leurs 
complexes avec des peptides antigeniques . 

Bile vise egalement 1 -utilisation de ces molecules 
pour la detection et/ou 1'isolement de populations 
lymphocytaires TCD8+ , peptide-specif igues . 

Bile vise en outre k foumir une method* de 
detection et/ou d'isolement de telles populations a 1'aide de 
telles molecules, chargees en peptide, en particulier pour 
des applications en diagnostic et en therapeutique . 

Les multimeres selon 1' invention sont elabores a 
partir de proteines recombinantes analogues de CMH de classe 
I et sont caracterises en ce que les proteines comportent au 
moins une alteration dans la zone d • interaction d'une chalne 
lourde de CMH de classe I avec le co-recepteur CDS des 
lymphocytes T, conduisant a une reduction, voire a la 
suppression de 1'af finite de 1 ■ interaction entre la chalne 

lourde et le CD8 . 

L' alteration de la zone d' interaction concerne plus 

specialement le domaine ct3 de la chaine lourde. 

II s'agit tout particulierement d'une mutation dans 
le domaine a3 d-au moins un acide amine, par rapport au 
domaine correspondant d'une chaine lourde native capable de 
se fixer audit co-recepteur CD8. 
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5 On citera par exemple la mutation d'un residu 

alanine en residu valine en position 245 du domaine a.3 de la 
molecule HLA-A2 . 

L' alteration peut egalement consister en une 
modification chimique d'au moins un acide amine et/ou en une 
10 deletion d'au moins un acide amine, ce ou ces types 
d* alteration s'ajoutant le cas echeant a une ou plusieurs 
mutations . 

L* invention vise egalement, en tant que nouveaux 
produits, les complexes elabores a partir des multimeres 
15 definis ci-dessus et de peptides antigeniques . 

Dans ces complexes, les multimeres se presentent 
notamment sous forme de te^trameres . 

Conformeraent a 1' invention, ces complexes sont 
utilises pour la detection et/ou 1 ' isolement de populations 
20 lymphocyt aires TCD8+ reconnaissant de maniere specifique le 
peptide antigenique des complexes. 

L 1 utilisation des complexes definis ci-dessus 
permet de diminuer de facon tres importante le bruit de fond 
25 de fixation non specifique sans alterer le marquage 
specifique et, en outre, de s'affranchir de la necessite 
d'utiliser conjointement un anticorps anti-CD8 lors 
d ' analyses en immunofluorescence. 

Dans une utilisation preferee, lesdits complexes 
30 sont mis en oeuvre dans un procede de tri cellulaire, tel que 
le tri immunomagnetique . 
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Une technique de tri immunomagnetique pour isoler 
des lymphocytes T specif iques chez la souris est decrite par 

Luxembourg et al . ( 5 ) . 

Cette technique est basee sur 1 ' utilisation d'un 
systeme de billes recouvertes de complexes CMH-peptide 
(produits dans un systeme Drosophile ; charges en peptides et 
biotinyles chimiquement) . 

L ' invention vise egalement une methode de detection 
et/ou d'isolement de populations lymphocytaires T CD8+ 
peptide -specif iques, a partir d'une population polyclonale. 
La methode de detection est caracterisee en ce qu'elle 

r 

comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale avec des 
multimeres complexes a des peptides antigeniques tels que 
definis ci-dessus, dans des conditions permettant une 
interaction entre les complexes de CMH de classe I 
alteres/peptides et les recepteurs des lymphocytes T ayant 
une af finite pour lesdits complexes, 

- la revelation des populations lymphocytaires qui 

se sont fixees auxdits complexes. 

La revelation est realisee par exemple par 
fluorescence en . utilisant des multimeres comportant des 

composes f luorescents . 

La methode d'isolement des populations 
lymphocytaires peptide-specif iques a partir de populations 
polyclonals entre egalement dans le cadre de 1- invention et 
pent etre mise en oeuvre le cas echeant apres 1 ■ etape de 
detection ci-dessus. 
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5 Cette methode met en jeu la technique du tri 

immunomagne t ique et est caracterisee en ce que qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale 
avec des billes magnetiques sur lesquelles sont fixees les 
10 complexes peptide /analogues de CMH de classe. I, tels que 
definis ci-dessus, dans des conditions permettant une 
interaction entre lesdits complexes et les recepteurs des 
lymphocytes T ayant une af finite pour ces complexes, 

la recuperation des populations fixees, 
15 1 'operation de tri etant repetee, si souhaite, et/ou suivie, 
le cas echeant, d'une etape 

d' amplification in vitro des populations 

selectionnees . 

L 1 augmentation du differenciel entre bruit de fond 
20 e t mar quage spec i f ique avec les mul t imere s al t ere s comme 

defini ci-dessus permet une meilleure discrimination des 

populations lymphocyt aires specif iques au sein d'une 

population polyclonale, et rend ainsi tres efficace le tri 

immunomagne t ique avec ces mult imere s . 
25 Les molecules de CMH comprennent par exemple un 

motif de biotinylation enzymatique sur la chaine lourde . Les 

billes sur lesquelles sont fixees les complexes sont couplees 

a la streptavidine . 

Les populations polyclonales proviennent 

30 d 1 echantillons preleves sur des patients, comme des liquides 

synoviaux ou des cellules mononuclees du sang peripherique . 

L 1 etape d 1 amplification des populations 

selectionnees est realisee avantageusement par stimulation 
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polyclonal dans des conditions qui n-affectent pas la 
representative des populations amplifies. On a recours par 
exemple a PHA, IL2 ou des PEL irradies . 

L 1 invention vise egalement les populations 
lymphocytaires T selectionnees et le cas echeant amplifies, 
caracterisees en ce qu-elles sent exclusivement constitutes 
de lymphocytes T reactifs vis-a-vis du peptide d-un complexe 
donne . 

De telles populations peptide-specif iques revetent 
un grand interet en therapeutique , et plus specialement pour 
les applications qui reposent sur leur re-admnistration selon 
1 ■ immunotherapie adoptive. 

L 1 invention vise done des compositions 
pharmaceutigues caracterisees en ce qu-elles sont elaborees a 
partir d'une population lymphocytaire T peptide-specif ique 
telle que definie ci-dessus, en association avec un vehicule 

pharmaceutique . 

De telles compositions sont avantageusement 

administrables par injection. 

II est ainsi possible de restaurer une immunite 
antivirale ou antitumorale apres injection de lymphocytes T 
reconnaissant respectivement un complexe CMH de classe 1/ 
peptide viral ou tumoral defini, ou de corriger un 
desiquilibre immunitaire (par exemple cas d ■ autoimmunity , ) 
par 1 ■ administration de cellules T dirigees contre un 
antigene donne et presentant des propriety activatrices ou 
inhibitrices de la reponse immunitaire. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
!• invention figurent dans les exemples qui suivent, donnes a 
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titre purement illustratif, dans lesquels il est fait 
reference aux figures 1 a 7, qui representent , respectivement 

- les figures 1 et 2 representent les intensites de 
fluorescence (moyennes) en fonction des concentrations en 
tetrameres natifs (1A, 2A) et en tetrameres mutes 
correspondants (IB, 2B) avec des tetrameres charges en 
peptide issu de BMLF1 (fig.l) ou de pp65 (fig. 2), 

la figure 3, les moyennes d 1 intensity de 
fluorescence en fonction des concentrations en tetrameres 
natifs et mutes avec des clones specif iques, 

- la figure 4A, le pourcentage de lyse # avec ou 
sans anticorps anti-CD8 de 2 clones specif igues d'une lignee 
B HIA-AO2 01 chargee avec un peptide BMLF1 et les figures 4A 
et 4B, les resultats des marquages de ces clones, 

- la figure 5, les resultats de simples (avec -le 
phycoerythrine, PE) et doubles (PE et anticorps anti-CD8 
marques) marquages de tetrameres natifs et mutes avec les 
lymphocytes de 2 patients, et 

- les figures 6 et 7, les resultats de tris 
immunomagnet iques realises avec des tetrameres natifs et des 
tetrameres mutes. 

Exemple 1 : Fabrication d'un tetramere HLA-A0201 
mute dans la zone d 1 interaction avec le co-recepteur CD8 . 

On a utilise un plasmide d 1 expression en bacterie 
contenant 1 1 ADNc codant pour la chaine lourde du HLA02 01, 
prolonge d ! une sequence codant pour un motif de biotinylation 
enzymatique (construction selon Altman et al (1) . La zone 
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codant pour le domaine o<3 a ete amplifiSe avec des amorces 
specif iques SEQ ID N°l 

5> CCTTCCAGAAGTGGGTGGCTGTGGTGGTGCC 3' 
et SEQ ID N°2 

5' GGCACCACCACAGCCACCCACTTCTGGAAGG 3' 

On a introduit dans les fragments d ' amplification 
one mutation d'une base pour transformer le codon alanine en 
un codon valine en utilisant le kit. QuickChange Site-directed 
Mutagenesis R de Stratagene . 

Le fragment mute a ete reintroduit dans le plasmide 
d- expression et la presence de la mutation a ete controlee 

par sequencage . 

La chaine lourde HLA-A0201 mutee a ete produite en 
corps d- inclusion bacterien et le monomere HLA charge en 
peptide, puis le tetramere mute correspondant , ont pu etre 
obtenus suivant un protocole de renaturation precedemment 
decrit par Garboczi et al (3) . 

acanle 2 : Etude compara tive de 1-efficacite et de 
n a snScific^* de marg ^ae immunof 1 norescent entre un 
,^ r ^re HLA -^m natif et l e t etra mere HLA-A0201 mute 
charges avec diffgrents p eptides 

«1 Marquaqe de clones ly mphocvtaires 

Des tetrameres HLA-A0201 natif a et des tetrameres 
correspondants mutes ont ete charges soit avec un peptide 
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issu de la proteine BMLF1 du virus de l'EBV, soit avec un 
peptide issu de la proteine pp65 du CMV. 

Les tetrameres natifs sont obtenus selon la 
technique de 1'exemple 1, mais sans la mutation. 

Des clones specifiques et non specifiques ont ete 
marques et utilises a des concentrations croissantes. 

La figure 1 donne les moyennes d'intensite de 
fluorescence (MFI) obtenues avec les tetrameres HI1A-A2/BMLFI 
natifs (figure 1A) et avec les tetrameres correspondants 
mutes (figure IB) . 

On constate que le tetramere HLA-A2/BM natif montre 
un bruit de fond de fixation sur certains clones ' non 
specifiques qui augmente avec la dose de tetramere utilisee. 

Ce bruit de fond ne semble pas exclusivement li£ a 
la restriction HLA du clone considere, mais depend aussi -du 
peptide charge puisque deux clones anti-IEl restreints HLA- 
A02 01 donnent un fort bruit de fond, alors que le clone anti- 
melan-A egalement restreint HLA-A02 01 donne un bruit de fond 
modere . 

Avec le tetramere mute, les moyennes de 
fluorescence (MFI) obtenues sur les clones specifiques 
(BM/A2) sont plus faibles que celles obtenues avec le 
tetramere natif, mais le bruit de fond sur les clones non 
specifiques est quasiment nul et ceci quelle que soit la 
concentration de tetramdre utilisee. 

On remarquera que cette difference de bruit de fond 
entre le tetramere natif et le tetramere mute n'est pas 
particuliere au tetramere A2/BM puisqu'on 1' observe egalement 
avec le tetramere HliA-A2/pp65 (voir figure 2) . 
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Dans cette figure 2, la moyenne de fluorescence est 
indiquee en echelle log afin de visualiser les faibles bruit 
de fond de marquage obtenu avec le tetramere mute. On 
constate que le differentiel entre le marquage specifique et 
le marquage non specifique est de 1'ordre de 2 log (10 3 ) avec 
le tetramere A2/pp65 mute, alors qu'il est de seulement 1 log 
avec le tetramere natif. Les deux exceptions notables sont 
les deux clones CD4 anti-EBV pour lesquels le bruit de fond 
est tres faible avec le tetramere natif. Cette observation 
renforce 1'hypothese selon laquelle le bruit de fond de 
marquage obtenu avec le tetramere natif est du a un certain 
pourcentage de fixation non specifique du tetramere au CDS. 

Sur la figure 3, sont representees les differences 
de marquages obtenues avec les tetrameres mutes et natifs 
charges avec pp65 sur des clones specif iques . La difference 
entre les courbes de saturation obtenues avec le tetramere 
mute et le tetramere natif montre qu'il existe un plus grand 
nombre de sites de fixation pour le tetramere natif que pour 
le tetramere mute sur ces clones : il est done fortement 
probable que, dans le cas du tetramere natif, certaines 
valences interagissent avec le CD 8 seul, d'autant que cette 
molecule est exprimee a une densite largement superieure a 
celle du TCR a la surface du lymphocyte T. 

D'autres experiences ont ete realisees pour tester 
si le marquage specifique avec le tetramere mute etait 
significativement affect* par le degre de CDS dependance de 
clones specif iaues. En effet, il est notoire que parmi les 
clones T CD8 + , certains clones ont fortement besoin du CD8 
pour renforcer 1 • interaction specifique entre leur TCR et le 
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complexe HLAA- peptide , tandis que d'autres clones s ' en 
dispensent . 

Le degre de CD8 dependance a ete estime selon le 
test de cytotoxicity de Couedel et al (4) avec ou sans 
anticorps anti-CD8 et est considere comme inversement 
proportionnel a l ! af finite du TCR pour le complexe HLA- 
peptide . 

Sur la figure 4A, est reprfsente un test de 
cytotoxicite contre une lignee HLA-A0201 chargee en peptide 
BMLF1 (10/iM) avec deux clones specifiques. Le clone A2 . 10 est 
tres CD8 dependant puisque sa cytotoxicite est abrogee par 
1' anticorps anti-CD8, tandis que le clone A4 . 5 ' est 
relativement peu CD 8 dependant. 

Un xnarquage avec le tetramere mute et un marquage 
avec un anticorps anti-CD3 ont ete realises pour estimer -le 
nombre de TCR exprimes a la surface. Les resultats sont 
donnes sur les figures 4B (marquage CD3) et 4C (marquage du 
tetramere mute BMFL1/A2) . 

On constate que le ratio marquage 

tetramere /marquage CD3 est trds comparable pour les deux 
clones, ce qui indique que le marquage avec le tetramere mute 
est peu affecte par le degre de CD8 dependance (et done par 
inference, par l'af finite du TCR). 

Ainsi, la diminution d'af finite pour le CD 8 induite 
par la mutation de la molecule HLA n' affecte pas 
signif icativement le marquage specif ique du t£tramdre. 
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b) Detection de cellules specif ioues au sein d'une 

population polyclonale 

Pour comparer la capacite de detection du tetramere 
natif et mute d'un faible pourcentage de cellules specif iques 
au sein d'une population polyclonale, des lymphocytes 
peripheriques de deux patients HIA-A0201 (designes par A et B 
ci-apres) ont ete marques. II s'agit de patients chez 
lesquels une reponse anti-peptide pp65 du CMV avait ete 
prealablement demontree. Ces lymphocytes avaient ete 
prealablement amplifies polyclonalement in vitro et congeles . 

Les resultats obtenus pour les patients A et B 'sont 
reportes sur la figure 5. la figure 5A correspondant au 
patient A et la figure SB au patient B. II s-agit des 
resultats de simple marquage des tetrameres HLA-A020l/pp65-a 
la phycoerythrine a 2 0^g/ml et des doubles marquages 
correspondants (tetrameres marques avec PE et des anticorps 
anti-CD8 marques au PITC) . Cette figure donne egalement les 
moyennes d'intensite de fluorescence (log). 

On constate tout d'abord que • la capacite de 
discrimination du tetramere natif en simple marquage est 
variable en fonction du pourcentage de cellules specifiques 
dans la population de depart. En effet. pour le patient A, le 
pic de cellules positives qui represente 5,60% est aisement 
identifiable tandis que pour le patient B, ce pic est 
contamine par du marquage non specifique rendant difficile la 
determination du pourcentage de cellules positives. En accord 
avec la litterature, le double marquage tetramere natif et 
anti-CD8 diminue le bruit de fond permettant alors 
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5 d 1 identifier clairement la sous -population positive et 
d'estimer precisement son pourcentage (0,84% dans ce cas) . 
Ceci demontre done que 1 1 estimation precise du pourcentage de 
cellules positives avec le tetramere natif implique le 
recours au double marquage avec l , anti-CD8. 

10 En revanche, le simple marquage avec le tetramere 

mut§ permet chez les deux patients d' identifier sans 
ambiguite un pic de cellules positives. Les pourcentages de 
cellules positives obtenus sont quasiment identiques a ceux 
obtenus en double marquage avec le tetramere natif . Ceci 

15 demontre que toutes les cellules specifiques detectables par 
le tetramere natif le sont egalement avec le tetramere -mute 
et corrobore done les resultats obtenus avec les clones CD8 
tres dependants et peu dependants, a savoir que la mutation 
n f affecte pas signif icativement la reconnaissance specif ique-. 

20 De plus, ces resultats montrent que le double 

marquage avec le tetramere mute n'apporte pas d ' elements 
nouveaux par rapport au simple marquage. Enfin, on peut 
cons tat er que les moyennes de fluorescence obtenues avec 
l'anticorps anti-CD8 lors du double marquage avec le 

25 tetramere natif (216 et 193) pour les patients A et B) sont 
signif icativement plus faibles que celles obtenues en double 
marquage avec le tetramere mute (366 et 370 pour les patients 
A et B) . Les moyennes de fluorescence obtenues apres simple 
marquage de la population totale avec l*anti-CD8 etaient, 

30 respectivement, de 340 et 355 pour les patients A et B . Cela 
demontre la competition de fixation entre I'anticorps anti- 
CD8 et le tetramere natif, competition qui ne se produit pas 
avec le tetramere mute . 
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L- utilisation du tetramere mute permet done de se 
dispenser du double marquage avec l-anti-CDB pour estimer le 
pourcentage de cellules specifiers au sein d'une population 

polyclonale . 

BltemD le 3 : Etude comparat ive de 1-efficacite et de 
la specif icite de tr i a immunoma g netiaues realises avec le 
^T-.mfere HLA -»n,m natif et . l e t etra mere HLA-AO201 mute 

charges avec le peptide p65. 

Des monomeres HLA-A0201 biotinyles et charges en 
peptide PP 65 ont ete fixes sur des billes magnetiques 
couplees a la streptavidine (Dynabeads M-280 Streptavidin, 
DYNAL. Les populations lymphocytaires utilisees dans 1- etude 
sont issues de liquides synoviaux ou de PBL de patients 
attaints de polyarthrite rhumatolde ou de PBL issus -de 
donneurs sains seropositifs pour le CMV. 

Sur la figure 6, sont indiques les resultats d-un 
simple marquage avec le tetramere natif et le tetramere mute 
sur ces populations polyclonals . Avec le tetramere mute, il 
est possible de mettre en evidence un faible pourcentage de 
cellules positives dans les deux prelevements (0,22 % et 0,14 
%) , cellules positives qui ne sont quasiment pas 
identifiables avec le tetramere natif. 

Ces populations ont ete triees avec des billes 
chargees soit avec le tetramere natif, soit avec le tetramere 
mute, puis les populations selectionnees ont ete amplifies 
■ ±n vitro par une stimulation polyclonale (PHA. IL2. PBL 
irradies). stimulation qui n'affecte pas la representative 
des populations amplifies . 
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5 Un marquage a alors ete realise sur ces populations 

triees et amplifiees avec les deux tetrameres . 

Comme represent! sur la figure 6, les cellules 
issues du tri avec le tetramere natif sont positivement 
marquees avec ce meme tetramere, mais en revanche un tres 
10 faible pourcentage de ces cellules sont positives avec le 
tetramere mute (0,7 % et 2,88 %) . 

Les resultats sont remarquablement differents apres 
un tri avec le tetramere mute puisque les populations triees 
sont fortement positives avec les deux tetrameres. 
15 Le facteur d ' enrichissement en cellules positives 

obtenu avec le tetramere mute est de 421 pour le preleveraent 
1 (92,64 % vs 0,22 %) et de 693 pour le prelevement 2 (97,01 
% vs 0, 14 %) . 

Ces resultats montrent qu'en effectuant un tri avec 
20 le tetramere mute, il est possible d'obtenir ne population 
positive pure a plus de 90 % a partir d'un echantillon dans 
lequel cette population represente 0,1 a 0,2 %. 

La generality de cette observation est illustree 
par le tableau ci-apres, qui decrit les resultats de tris 
25 effectues avec le tetramere natif et le tetramere mute a 
partir de PBL et lymphocytes synoviaux de patients et 
donneurs sains . 
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5 

En effectuant des tris repetes avec le tetramere 
mute, il est possible d'obtenir des populations specif iques 
pures a partir de sous -populations encore moins frequentes 
(cf PBL5 dans le tableau) . En revanche, ce resultat est 

10 beaucoup plus difficile a obtenir avec le tetramere natif; il 
semble en effet que les cellules non specifiques isolees par 
un premier tri avec le tetramere natif aient une affinite 
suffisante pour etre a nouveau selectionnees lors des tris 
ulterieurs . On aboutit done a des facteurs d » enrichissement 

15 tres mediocres en realisant un deuxieme tri (cf PBL3 et 
SFL4) . 

Une autre etude a porte sur la reactivite des 
populations triees pour verifier que les cellul-es 
20 selectionnees pour leur capacite a. fixer le tetramere A2 
mute/pp65 £taient bien reactives vis-a-vis de ce complexe 
HLA-peptide dans un contexte physiologique . 

A cet effet, on a etudie l 1 activation des 
populations lymphocytaires triees, objectivees par 
25 1 ' induction a la surface de la chaine a du recepteur a 1 1 IL2 
(CD25) , apres mise en presence de cellules T2 (A0201+) 
chargees en peptide pp65. 

Comme le montre la figure 7, les populations triees 
a l'aide du tetramere natif n'expriment pas le CD2 5 apres 
30 contact avec les cellules T2 chargees en peptides. 
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En revanche, la majorite des cellules triees avec 
le tetramere mute s'activent en presence de T2 chargees avec 
le peptide PP 65 et le percentage de cellules positives en 
CD25 correspond bien avec le pourcentage de cellules qui 
etaient marquees par le tetramere mute (90.63 % de cellules 
activees vs 92.64 % de cellules marquees et 97,20 % vs 97.01 
% pour les patients 1 et 2 respectivement) . 

Ces resultats demontrent que les cellules marquees 
et triees avec le tetramere mute sont exclusivement des 
cellules reactives, tandis que les cellules triees avec le 
tetramere natif sont non reactives. 

Le fait qu'on ne retrouve aucune cellule reactive 
apres tri avec le tetramere natif alors qu'on parvenait a 
distinguer quelques cellules positives dans cette population 
est vraisemblablement du au pourcentage trop faible de ces 
cellules pour etre detectable* dans un test f onctionnel . 

L 1 ensemble de ces resultats demontre la superiority 
manif este du tetramere mute par rapport au tetramere natif 
pour selectionner par tri immunomagnetique des populations 
faiblement representees dans la population de depart. 

Lorsque les populations specifiques sont plus 
nombreuses dans le prelevement de depart, il devient alors 
possible d'isoler des cellules reactives avec le tetramere 
natif. mais les degres de purete des populations obtenues 
sont tres inferieurs a ceux obtenus en parallele avec le 
tetramere mute (tableau) . 
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REVEND I CAT I ONS 



l7 Multimeres elabores & partir de proteines 
recombinantes analogues de CMH de classe I, caracterises en 
ce que les proteines component au moins une alteration dans 
1. zone d. interaction d-une chalne lourde avec le co- 
r.cepteur CDS des lymphocytes T conduisant » une reduction, 
voire a la suppression de 1'af finite de 1 ■ interaction entre 

la chalne lourde et le CD8 . 

2/ Multimeres selon la revendication 1, 

caracterises en ce que !• alteration concerne le domain* «3 

de la chaine lourde. 

3/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que !■ alteration correspond a une mutation 
aans le domaine a3 d-au moins un acide amine, par rapport au 
d omaine correspondant, d-une chalne lourde native capable de 
se fixer audit co-recepteur CD8. 

4/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que !■ alteration correspond a la 
edification chimique d-au moins un acide amine du domaine 
a3 d-une chalne lourde, par rapport au domaine correspondant 
a-une chtine lourde native capable de se fixer audit co- 

rScepteur CD8. 

5/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 

caracterises en ce que L alteration correspond a la deletion 

d .au moins un acide amine du domaine o3 d-une chalne lourde, 

par rapport au domaine correspondant d-une chains lourde 

native capable de se fixer audit co-recepteur CDS. 
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5 6/ Multimeres selon l'une quelconque des 

revendi cat ions 1 a 5, caracterises en ce qu'ils se presentent 
sous forme de complexes avec des peptides antigeniques . 

7/ Multimeres selon la revendication 6, 
caracterises en ce qu'ils se presentent sous forme de 
10 tetrameres. 

8/ Utilisation des multimeres selon la 
revendication 6 Ou 7 a des fins de detection et/ou 
d'isolement de populations lymphocyt aires T CD8+ peptides- 
specif iques. 

15 9/ Utilisation selon la revendication 8 dans un 

proc£de de tri cellulaire, tel que le tri immunomagnetique . 

10/ Methode de detection de populations 
lymphocytaires T CD8+ peptide- specif iques, a partir d'une 
population polyclonale, caracterisee en ce qu f elle comprend *: 

20 - la mise en contact de la population polyclonale avec des 
multimeres complexes a des peptides antigeniques selon la 
revendication 6 ou 7, dans des conditions permettant une 
interaction entre les complexes de CMH de classe I 
alteres/peptides et les recepteurs des lymphocytes T ayant 

25 une af finite pour lesdits complexes, 

- la revelation des populations lymphocytaires qui 
se sont fix£es auxdits complexes. 

11/ Methode d'isolement de populations 
lymphocytaires T CD8+ peptide -specif iques, a partir d'une 
30 population polyclonale, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale 
avec des billes magnetiques sur lesquelles sont fix€es les 
complexes peptide /analogues de CMH de classe I selon la 
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r evendication 6 ou 7 , dans des conditions permettant une 
interaction entre lesdits complexes et les receptees des 
lymphocytes T ayant une affinite pour lesdits complexes. 

la recuperation des populations fixees, 
!• operation de tri etant repetee, si souhaite, et/ou suivie, 

le cas echeant, d'une etape 

. ^amplification in vitro des populations 

selectionnees . 

12/ Populations lymphocyt aires selectionnees, et le 

cas echeant amplifies, caracterisees en ce gu-elles sont 

exclusivement constitutes de lymphocytes T reactifs vis-a-vxs 

du peptide d-un complexe avec des multimeres selon la 

revendication 6 ou 7 . 

13/ compositions pharmaceutics, utilisables 

notamment en immunotherapie. caracterisees en ce qu'ell^s 
sont elaborees a partir d-une population lymphocytaire selon 
la revendication 12 en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement inert e . 
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Figure 4B 
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FIGURE 7 
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